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® Verfahren zur Qualitatskontrolle beim Aufbau von Oligomerrastern 

© Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Qualitatskon- 
trolle von Oligomerrastern, das dadurch gekennzeichnet 
ist, dam man an bestimmte Rasterpositionen eine Phos- 
phateinheit, die mit einer signalgebenden Reportergrup- 
pe verknupft ist, ankondensiert, anhand des Signals der 
Reportergruppe den Grad der Oligomersynthese be- 
stimmt und anschlielSend die Reportergruppe wieder ab- 
spaltet. 
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Beschreibung 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Qualitatskon- 
trolle beim Aufbau von Oligomerrastern. 

Fiir diagnostische Screenings werden Mikrochips mit Oli- 5 
gomeren in Form von Rastem beschichtet (Oligomerchips/ 
Biochips). Mit diesen kann dann eine Probe nach einem pas- 
senden, d. h. damit hybridisierenden, Molekul abgesucht 
werden. Solche Oligomerraster auf einem Chip konnen aus 
Nucleinsaureoligonukleotiden, wie DNA-, RNA- oder Nu- 10 
cleinsaurebiopolymeren oder analogen Verbindungen dazu 
bestehen, die auf einer festen Phase aufgebracht sind. 

Die Fixierung der Oligomeren erfolgt nicht immer quan- 
titativ, so daB nicht immer Chips mit dem gleichen Be- 
schichtungsgrad erhalten werden. Nach dem Aufbau solcher 15 
Oligomerraster muB daher uberpriift werden, ob die Syn- 
these erfolgreich verlaufen ist, bzw. der Grad der erfolgrei- 
chen Synthese muB ermittelt werden. Bisher wurden hierzu 
mit einem permanenten (Ruoreszenz)label versehene Phos- 
phatreagenzien verwendet. Da diese Label nicht wieder ab- 20 
gespalten werden konnten, beeintrachtigen sie ggf. die an- 
schlieBende Verwendung des Biochips. 

Ein definierter Qualitatsassay fur den Aufbau von Oligo- 
merrastern auf einer Chipoberflache, der keine storenden 
Nebeneffekte auslost, ist daher bisher nicht bekannt. Auf 25 
dem noch in der Entwicklung begriffenen Gebiet der Bio- 
chip-Technologie ist jedoch eine Qualitatskontrolle unum- 
ganglich, urn eine reproduzierbare Herstellung gleicher 
Qualitat zu gewahrleisten. 

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, ein Ver- 30 
fahren zur Qualitatskontrolle von Oligomerrastern bereitzu- 
stellen. Das Verfahren soli universell einsetzbar sein und 
sich mit geringem Aufwand rasch durchfuhren lassen. Fer- 
ner soli durch die Qualitatskontrolle die anschlieBende Ver- 
wendung als Biochip nicht beeintrachtigt werden. Das Ver- 35 
fahren soli sich fur alte Arten von Oligomerrastern eignen. 

Diese Aufgabe wird durch ein Verfahren gemaB Patentan- 
spruch 1 gelost. Vorteilhafte Ausgestaltungen ergeben sich 
aus den Unteranspriichen. 

Uberraschenderweise wurde gefunden, daB eine Quali- 40 
tatskontrolle ohne Beeintrachtigung der weiteren Verwen- 
dung des Chips durchgefuhrt werden kann, wenn an das sich 
auf dem Chip befindliche Oligomerraster eine Phosphatein- 
heit ankondensiert wird, die reversibel mit einer signalge- 
benden Reportergruppe versehen ist. Durch Detektion des 45 
Signals der an die Oligomeren an den Rasterpositionen ge- 
bundenen Reportergruppe kann der Erfolg der Synthese 
kontrolliert werden, bzw. verschiedene Rasterpositionen 
konnen miteinander verglichen werden. Nach erfolgter Qua- 
litatskontrolle wird die Reportergruppe wieder abgelost. 50 

Die Erfindung betrifft somit ein Verfahren zur Qualitats- 
kontrolle von Oligomerrastern, das dadurch gekennzeichnet 
ist, daB man an Oligonukleotide an bestimmten Rasterposi- 
tionen (vorzugsweise an alle oder an eine vorher ausge- 
wahlte Anzahl) eine Phosphateinheit, die mit einer signalge- 55 
benden Reportergruppe verknupft ist, ankondensiert, an- 
hand des Signals der Reportergruppe den Grad der Oligo- 
mersynthese bestimmt und anschlieBend die Reporter- 
gruppe wieder abspaltet, 

Durch Detektion der von den besetzten Rasterpositionen 60 
ausgehenden Signalen der Reportergruppe kann der Umfang 
des Syntheseerfolgs kontrolliert werden. Nach erfolgter 
Qualitatskontrolle kann die Reportergruppe wieder abge- 
spalten werden und fiihrt so bei den anschlieBenden Experi- 
menten zu keinerlei storenden Effekten. Lediglich die Phos- 65 
phatgruppe bleibt mit den Oligomeren verbunden. Sie stort 
jedoch die nachfolgende Verwendung, z. B. bei einer Hybri- 
disierung, nicht, sondern erhoht vorteilhafterweise zudem 



noch die Schmelztemperatur des an die feste Phase gebun- 
denen Oligomers. 

ErfindungsgemaB soil unter einer Phosphateinheit eine 
solche durch Methoden der Phosphoramidit-Chemie auf- 
kondensierte Einheit verstanden werden. Desweiteren kon- 
nen die Phosphateinheiten auch durch bekannte Verfahren 
der Phosphormonoester-, Phosphordiester- oder H-Phos- 
phonat-Chemie erzeugt werden. 

Nachfolgend wird die Erfindung anhand von Phosphora- 
midit als Basis der Phosphatgruppe beschrieben, was erfin- 
dungsgemaBe bevorzugt ist. Dies ist jedoch nicht als Be- 
schrankung auszulegen. ErfindungsgemaB wird die Phos- 
phateinheit durch Reaktion des bereits an der festen Phase 
befindlichen Oligomers an dessen 5 - oder 3-Ende mit dem 
Phosphoramidit nach Oxidation erzeugt. Hierbei wird das 
Phosphoramidit unter Zuhilfenahme eines aciden Katalysa- 
tors (z. B. Tetrazoi, Tetrazol-Derivate, Pyridinhydrochlorid) 
mit dem an der festen Phase befindlichen Oligomer-Strang 
umgesetzt. Nachfolgende Oxidation, z. B. mit Jod, tert-Bu- 
tylhydroperoxid etc., ergibt eine stabile Phosphor(V)-Ver- 
bindung (= Phosphateinheit). Vorteilhaft erweist sich, daB 
man sich hierbei der ublichen Schritte der Synthese von Oli- 
gonukleotiden bedienen kann, die sich problemlos auf ei- 
nem kommerziell erhaltlichen DNA/RNA-Synthesizer auto- 
matisieren lassen. Hierbei sind keine Abanderungen der iib- 
licherweise verwendeten Reagenzien oder Syntheseproto- 
kolle nbtig. 

Die signalgebende Reportergruppe kann jedes beliebige 
signalgebende Molekul sein, das sich iiber einen entspre- 
chenden Linker an ein Phosphoramidit ankoppeln laBt. Der 
Linker sorgt dafur, daB nach erfolgter Umsetzung des Phos- 
phoramidits mit dem Oligomer auf der festen Phase und 
nach Detektion der Reportergruppe eine Abspaltung der Re- 
portergruppe erfolgen kann. Bevorzugt ist ein Linkersystem 
vom Typ 2-(4-Aminophenylsulfonyl)ethyi-, wobei auch an- 
dere dem Fachmann bekannte Linker einsetzbar sind. Die 
Verwendung von 2-(4-Aminophenylsulfonyl)ethanol er- 
laubt durch Umsetzung der Aminofunktion mit signalgeben- 
den Reportergruppen, die eine Sulfonyl- oder Carboxyl- 
gruppe tragen, den Zugang zu nahezu alien bekannten si- 
gnalgebenden Reportergruppen. Signalgebende Reporter- 
gruppen konnen beliebige fluoreszierende, farbgebende, ra- 
dioaktive, chemolumineszierende Verbindungen sein. Be- 
vorzugt sind fluoreszierende Verbindungen, wie Dansylet- 
hanol, Ruorescein oder Pyren. Beispiele fur weitere Repor- 
tergruppen sind fiir die Ankopplung an die Phosphatgruppe 
geeignet derivatisierte Derivate von Cy3, Cy5, Dabsylchlo- 
rid, TAMRA, Hexachlorofluorescein. 

Das Verfahren kann auf beliebige Oligomerraster aus Oli- 
gonukleotiden/Nucleinsaurebiopolymeren angewendet wer- 
den, z. B. aus DNA, RNA und/oder Analogen davon. Unter 
Analogen sind beispielsweise Phosphorthioate, PNA, modi- 
fizierte DNA- oder RNA-Nucleinsauren (z. B. 2-O-Methyl- 
. . .) oder auch andere Nucleinsaure-iypen mit verandertem 
"Backbone" oder Zucker (z. B. pRNA, homo-DNA, alpha- 
para-NA) oder deren Chimaren zu verstehen. Desweiteren 
laBt sich das Reportergruppen-markierte Phosphoramidit 
auch mit dem N-terminalen Ende von Peptiden/Proteinen 
umsetzen und wie vorstehend beschrieben verwenden. 

Die Qualitatskontrolle erfolgt beispielsweise bei einer 
fluoreszenten Reporter-Gruppe dadurch, daB der feste Trig- 
ger, auf dem sich das markierte Oligomer-Raster befindet, 
mit einem fur diesen Farbstoff geeigneten Lesegerat (z. B. 
Huoreszenz-Mikroskop, Ruoreszenz-Scanner) ausgewertet 
wird. Hierbei wird vom Lesegerat fur alle Oligomer-Positio- 
nen ein relativer Intensitatswert, der der relativen Menge an 
synthetisiertem Oligomer an dieser Stelle entspricht, ermit- 
telt. Ein Vergleich der ermittelten relativen Intensitaten zu- 
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einander erlaubt einen quantitativen Vergleich der jeweili- 
gen BeLegung mit Oligomer an alien Stellen des Iragers 
bzw. gibt Auskunft iiber die Qualitat des synthetisierten Oli- 
gomer-Rasters. Dieser Vergleich der relativen Intensitaten 
an den verschiedenen Positionen des Rasters erlaubt im Foi- 5 
geschritt (Auswertung eines Hybridisierungs-Experiments 
des Oligomer-Chips mit Sonden) einen sicheren Vergleich 
der Intensitaten, die sich hierbei ergeben. Beispielsweise, 
wenn beim Qualitats-Check fiir eine bestimmte Position nur 
eine geringe Oligomer-Konzentration relativ zu einer ande- 10 
ren gemessen wird, kann bei Verwendung dieses Chips in ei- 
nem Hybridisierungsexperiment fur diese Position erwar- 
tungsgemaB auch nur eine geringe Intensitat realtiv zu ande- 
ren ermittelt werden. 

Nach erfolgter Qualitatskontrolle wird die Reporter- 15 
gruppe wieder abgespalten. Dies erfolgt bei Reportergrup- 
pen, die iiber ein Sulfonylethyl-ahnliches System an die 
Phosphor/Phosphatgruppen gebunden sind, durch Behand- 
lung mit einer starken Base, z. B. DBU, Ammoniak, DBN, 
Diisopropylethylamin. 20 

Das Verfahren laBt sich automatisieren und ist daher zum 
Massenscreening groBer Chipchargen geeignet. 

Die Erfindung wird weiter anhand der Figuren erlautert, 
welche zeigen: 

Fig. 1 Herstellung Phosphoramidit 25 
Fig. 2 Kopplung des Phosphoramidits an das Oligomer 
Fig, 3 Durchfuhrung der Qualitatskontrolle 
Fig. 4 Abspaltung der Reportergruppe 
Die Erfindung wird anhand der folgenden Beispiele naher 
erlautert. 30 

Bei spiel 1 

Qualitatskontrolle an einem Oligomerchip 

35 

a) Herstellung von (2-Cyanoethyl-2-dansylethyl-N,N-diiso- 

propyl)-phosphoramidit 

4,83 g 2-Dansylethanol (17,3 mmol) und 5,92 ml Diiso- 
propylethylamin (34,6 mmol) werden in 30 ml wasserfreiem 40 
Dichlormethan aufgelost und in einem Eisbad gekiihlt. 
Dann werden langsam 4,5 g Chlor-(2-Cyanoethoxy)-diiso- 
propylaminophosphan (19,0 mmol) zugesetzt. Das Eisbad 
wurde entfernt. Es wurde weitergeriihrt, bis die die DC eine 
vollstandigen Umsetzung anzeigte. Das Reaktionsgemisch 45 
wurde mit einer gesattigten Natriumbicarbonatlosung und 
Dichiormehtan extrahiert, die organische Phase wurde iiber 
Natriumsulfat getrocknet und eingedampft. Das so erhaltene 
Ol wurde mittels Flash-Chromatographie (50 g SiOfc; Tolu- 
ol/Ethylacetat; 0-20% Ethylacetat) gereinigt. 5,7 g des Pro- 50 
dukts wurden als fluoreszierendes Ol erhalten. Die Ausbeute 
betrug 69%. Das Reaktionsschema ist in Fig. 1 gezeigt. 

b) Kopplung des (2-Cyanoethyl-2-dansylethyl-NJ^-diiso- 

propyl)-phosphoramidits an das Oligomere 55 

Die Ankopplung erfolgt automatisch mit Hilfe eines 
DNA-Synthesizers. Hierzu wird das fluoreszent-markierte 
Phosphoramidit analog eines "normalen" Nucleosidbau- 
steins (-Phosphoramidits) in trockenem Acetonitril gelost 60 
(0.5 molar) und auf die bereits bestehenden, an der festen 
Phase befindliche Oligomere aufkondensiert. Dies erfolgt 
unter Zuhilfenahme von Tetrazol. Ublicherweise erfolgt 
nach der Kondensation am DNA-Synthesizer ein sog. Cap- 
ping-Schritt (z. B. Reagenz Essigsaureanhydrid mit Acylie- 65 
rungskatalysator N-Methylimidazoi), um das unkontrol- 
herte Weiter- Wachsen der Oligomerenkette zu verhindern; 
dieser Schritt ist hier nicht notwendig, stort aber auch nicht, 
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da mit dem fluoreszent-markierten Phosphoramidit ohnehin 
die Oligomerenkette das Ende des Wachstums erreicht hat. 
Wichtig ist der nachfolgende Oxidationsschritt, der die in- 
stabile Phosphor(lll)- in eine stabile Phosphor(V)-Verbin- 
dung uberfuhrt. Hierzu wird eine Jcd/Pyridin/THF/Wasser- 
Mischung benutzt. Nun steht der so fluoreszenz-rnarkierte 
DNA-Chip sofort zur qualitativen ttberpriifung durch einen 
geeigneten Array-Reader zur Verfiigung. Das Reaktions- 
schema ist in Fig. 2 gezeigt. 

c) Durchfuhrung der Qualitatskontrolle 

Die Qualitatskontrolle erfolgt direkt im Anschluss an (b). 
Hierbei wird durch Bestrahlung des Chip mit der fiir den 
Farbstoff geeigneten Wellenlange (Dansyl: 350 nm) die 
Fluoreszenz angeregt. Die Emission der Fluoreszenz 
(Dansyl: 510 nm) wird dann durch einen geeigneten Reader 
(Ruoreszenzmikroskop oder Fluoreszenzscanner) fiir jede 
Position des Chip ausgelesen und quantifiziert (typischer- 
weise Graustufenwerte). Ist z. B. an einer bestimmten Ra- 
sterposition gar keine Fluoreszenz detektierbar, obwohl dort 
eine Oligomerensequenz aufgebaut sein sollte, so kann dar- 
aus gefolgert werden, daB an dieser Position die Synthese 
nicht erfolgreich war. Dieser Chip soli dann verworfen wer- 
den. Durch Vergleich der gemessenen Litesitaten kann auf 
die Menge der an dieser Position synthetisierten Oligomers 
geschlossen werden. Dies kann dann bei der Verwendung 
des Oligomer-Chips in Hybridisierungsexperimenten be- 
riicksichtigt werden. So kann dann fiir jeden einzelnen Chip 
ein Qualitatsprofil durch die realtiven Ruoreszenzintensita- 
ten aller Rasterpostionen (z. B. im Sinne einer Excel-Ta- 
belle) erstellt werden. Dies hilft dem Anwender entspre- 
chend bei der Auswertung seiner Hybridisierungsexperi- 
mente. Das Reaktionsschema ist in Fig. 3 gezeigt. 

d) Abspaltung der Dansylverbindung 

Nach erfolgtem Qualitats-Check kann die Dansylverbin- 
dung durch Behandlung mit einer starken Base, z. B. DBU 
oder DBN wieder abstrahiert werden. Dies wird zweckma- 
essig durch Schwenken des Oligomer-Chip in der Base er- 
reicht. Im Falle des oben angefuhrten DansylfarbstofFes und 
unter Verwendung von 1 M DBU in Acetonitril ist das be- 
reits spates tens nach 1-2 min erreicht. Gleichzeitig mit der 
Abspaltung des Dansylrestes erfolgt simultan die Abspal- 
tung der p-Cyanoethyl-Phosphatschutzgruppe. Die Reste 
(Styrol-Derivate) des Dansyl- und der Cyanoethyl-Gruppen 
verbleiben in der basischen Losung und konnen einfach 
weggewaschen werden. Der DNA-Chip steht nach der Ab- 
spaltung und nach Waschen sofort fur die angestrebte Ver- 
wendung (z. B. Hybridisierungsexperimente) zur Verfii- 
gung. Die am Oligomer verbleibende Phosphat-Gruppie- 
rung erhoht zudem vorteilhafterweise die Temperatur, bei 
der die Hybridisierungsexperimente erfolgen konnen. Das 
Reaktionsschema ist in Fig. 4 gezeigt. 

Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Qualitatskontrolle von Oligomerra- 
stern, dadurch gekennzeichnet, daB man an an be- 
stimmten Rasterpositionen gebundenen Oligonukleoti- 
den eine Phosphateinheit, die mit einer signalgebenden 
Reportergruppe verkniipft ist, ankondensiert, anhand 
des Signals der Reportergruppe den Grad der Oligo- 
mersynthese bestimmt und anschlieBend die Reporter- 
gruppe wieder abspaltet. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Oligonukleotide aus DNA und/oder RNA 
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bestehen. 

3. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 oder 2, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Reportergruppe eine 
fluoreszierende, farbgebende, radioaktive, oder chemo- 
lumineszierende Gruppe ist. 5 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Abspaltung der Repor- 
tergruppe unter basischen Bedingungen erfolgt. 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, da- 
durch gekennzeichnet, daB im Falle der Verwendung io 
einer fluoreszierenden Gruppe das Signal der Reporter- 
gruppe mittels Ruoreszenz-Mikroskop oder Fluores- 
zenz-Scanner bestimmt wird. 

6. Abspaltbare Markierung zur Qualitatskontrolle von 
Oligomerrastern, dadurch gekennzeichnet, daB es aus 15 
einer Phosphateinheit und einer signalgebenden Repor- 
tergruppe besteht. 

7. Markierung nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die signalgebende Reportergruppe eine 
fluoreszierende Gruppe ist. 20 
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